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1 . The designated Office is hereby notified of its election made: 

|X) in the demand filed with the International Pre.iminary Examining Authority on: 



11 April 2001 (11-04-01) 



a notice effecting later 



election filed with the International Bureau . 



2. The election f was 

| ] was not 



made before the expiration 
Rule 32.2(b). 



of 19 months from the priority date or, where 



Rule 32 applies, within the time limit under 



The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 
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Authorized officer 
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Applicant's or agent's file reference 
00362-PCT 



International application No. 

PCT/EP00/08984 
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TANNERFELDT, Agneta 
Pharmacia AB 
S-112 87 Stockholm 
SUEDE 



IMPORTANT NOTIFICATION 



International filing date (day/month/year) 

13 September 2000 (13.09.00) 



1. The following indications appeared on record concerning: 

| | the inventor | | the agent 



the applicant 



| | the common representative 



Name and Address 

MARTIN-LUTHER-UNIVERSITAET HALLE- 
WITTENBERG 
Universitaetsplatz 10 
06108 Halle 
Germany 



State of Nationality 
DE 



State of Residence 
DE 



Telephone No. 



Facsimile No. 



Teleprinter No. 



2 The International Bureau hereby notif.es the applicant that the following change has been recorded concerning: 

the person [J the name Q the address Q the nationality U the residence 



Name and Address 

PHARMACIA AB 
Lindhagensgatan 133 
SE-112 87 Stockholm 
Sweden 



State of Nationality 
SE 



State of Residence 
SE 



Telephone No. 



Facsimile No. 



Teleprinter No. 



3 ^(Ps^d^^lKo been changed accordingly, as indicated in the above addressee 
box. 



4. A copy of this notification has been sent to: 
| X | the receiving Office 
[ the International Searching Authority 
[~X] the International Preliminary Examining Authority 



| | the designated Offices concerned 
|~X~[ the elected Offices concerned 

□ 



other: 



The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 



Authorized officer 

Ingrid AULICH 

Telephone No.: (41 -22) 338.83.38 



Form PCT/IB/306 (March 1994) 
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VERTRAG UBERDIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 
~ GEBIET DES PATENTWE^NS 



1 



PCT 



recti 1 9 DEC 2001 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFHJI ^Sb B ERl69fr 



(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
00362-PCT 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Mitteilung uber die Ubersendung des intemationalen 
vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/I PEA/41 6) 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP00/08984 



Internationales Anme\6e<iaXuw(Tag/Monat/Jahr) 
13/09/2000 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
14/09/1999 



Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C12P21/02 



Anmelder 

PHARMACIA AB 



1 Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaGt insgesamt 6 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



I IS Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

III □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V H Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erlinderischen Tatigkeit und der 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII H Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

VIII S Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
11/04/2001 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
17.12.2001 


Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

x Europaisches Patentamt 
AWI D-80298 Munchen 

isy* Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Dopfer, K-P \* JJ 

Tel. Nr. +49 89 2399 8547 



Formblatt PCT/lPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



I Grundlage des Berichts 

H,nsic«c h «r MMM. -er interna, iona ,e„ Ann^ung ^^^2" 

Beschreibung, Seiten: 

1-8 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 _ 9 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/3-2/3 ursprungliche Fassung 



unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandtei,e standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der international Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung e.ngere.cht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden .St. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erk.arung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schnftl.chen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 



4. 



Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERN ATIONALER vtH-AUFIGER p^T/PPnn/nRQR4 
PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/brUU/UoycKf 



□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 



5. □ 



Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprungl.ch 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

V Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der **" der ^ Und der 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daG die Internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 



Ja: 


Anspruche 


3-9 


Nein: 


Anspruche 


1,2 


Ja: 


Anspruche 


3-9 


Nein: 


Anspruche 


1,2 


Ja: 


Anspruche 


1-9 


Nein: 


Anspruche 





Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Juli 1998) 



INTERNATIONALEF^RLAUFIGER Internationales Kzeichen PCT/E POO/08984 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt I 

Grundlage des Bescheides 

1 Die Numerierung der Zeichnungen (1/3, 2/3) weist auf die Existenz eines Blattes 
3/3, welches sich aber nicht unter den eingereichten Unterlagen befindet. 

Zu Punkt V , 
Begriindete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuhe.t, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1 . Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1 : EP-A-0 397 097 (LIGHT OIL UTILIZATION RES ASS) 14. November 1990 

(1990-11-14) in der Anmeldung erwahnt 
D2: NEUBAUER P ET AL: 'Response of guanosine tetraphosphate to glucose 
fluctuations in fed-batch cultivations of Escherichia coli' JOURNAL OF 
BIOTECHNOLOGY, NL, ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS, AMSTERDAM, 
Bd. 43, Nr. 3, 15. Dezember 1995 (1995-12-15), Seiten 195-204, 
XP004036875 ISSN: 0168-1656 

D3- YAZDANI SYED SHAMS ET AL: 'Overexpression of streptokinase using a 
fed-batch strategy.' BIOTECHNOLOGY LETTERS, Bd. 20, Nr. 10, Oktober 
1998 (1998-10), Seiten 923-927, XP000982533 ISSN: 0141-5492 

D4- TORNKVIST M ET AL: 'Protein release and foaming in Escherichia coli 

cultures grown in minimal medium.' BIOPROCESS ENGINEERING, Bd. 15, 
Nr. 5, 1996, Seiten 231-237, XP000982521 ISSN: 01 78-51 5X 

D5" KERNS G ET AL: 'OSCILLATING-FED-BATCH-TECHNIQUE IN 

OBTAINING CELLULASE' ACTA BIOTECHNOLOGICA, Bd. 8, Nr. 3, 1988, 
Seiten 285-289, XP000982457 ISSN: 0138-4988 in der Anmeldung erwahnt 

D6: YING LIN H ET AL: 'Influence of controlled glucose oscillations on a fed- 
batch process of recombinant Escherichia coli' 

BRAUWELT, NUERNBERG.DE, Bd. 79, Nr. 1, 14. April 2000 (2000-04-14), 
Seiten 27-37, XP004222563 ISSN: 0168-1656 
D7- IMPOOLSUP A ET AL: 'STABILIZATION OF A RECOMBINANT YEAST 
PLASMID IN NON-SELECTIVE MEDIUM BY CYCLIC GROWTH RATE 
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INTERNATIONALEF^ORLAUFIGER 
PRNFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Internationales SUhzeichen PCT/EP00/08984 



CHANGES' BIOTECHNOLOGY LETTERS, Bd. 11, Nr. 9, 1989, Seiten 605- 
608, XP000982590 ISSN: 0141-5492 



2 . Neuheit und Erfinderische Tt tinkeit (ArXike\ 33(2)(3) PCT) 

2 1 Die vorliegende Anmeldung bezieht sich auf ein Verfahren zur Steigerung der 
Ausbeute von rekombinanten Proteinen in mikrobiellen Fermentationsprozessen. 
Der gewunschte Effekt wird durch oszillierende Anderung der Konzentrat.on der 
Kohlenstoff-/Energiequelle in der Kultur erreicht. Die folgenden Ausfuhrungen zu 
Neuheit und erfinderischer Tatigkeit sind im Lichte der Bemerkungen unter Punkt 
VIII dieses Bescheides zu interpretieren. 

2 2 Anspruche 1 und 2 sind so breit formuliert, da(3 die technischen Lehren der 

Dokumente des Standes der Technik D3 und D5 (siehe die im Recherchenber.cht 
angegebenen Passagen) der Neuheit der vorliegenden Anspruche 
entgegenstehen. Alle Dokumente beschreiben Fermentationsprozesse be. denen 
durch Oszillation der CVEnergiequelle die Ausbeute an gewunschtem 
(rekombinanten) Produkt erhoht wird. Der Gegenstand der vorliegenden 
Anspruche 3-9 wird im Lichte des zitierten Standes der Technik als neu 
angesehen. 

Wird D4 als nachstliegender Stand der Technik angesehen, ist das vorliegenden 
Anmeldung zugrundeliegende technische Problem darin zu sehen, ein Verfahren 
zur Verfugung zu stellen, das eine weitere Ausbeutesteigerung an rekombinanten 
Proteinen durch geeignete Ma3nahmen gestattet. Die Losung der vorliegenden 
Anmeldung besteht in der Verkurzung der Oszillationzyklen. 

Die Verkurzung des Oszillationszyklus in Zusammenhang mit einer speziellen 
Futterungsstrategie fiihrt zu einer deutlichen Steigerung der Ausbeute an 
rekombinantem Protein. Obwohl aus D3 in Kombination mit D2 ein H.nwe.s 
entnommen werden, da3 diese Strategie zum Erfolg fuhren konnte, ist die 
vorliegende Kombination aus bedeutender Verkurzung der Oszillationszyklen in 
Verbindung mit einer speziellen Futterungsstrategie als nicht naheliegend 
anzusehen und deshalb dem Gegenstand der vorliegenden Anspruche 3-9 das 
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Vorliegen erfinderischer Tatigkeit zuzuerkennen. 

Da die Prioritat als gOltig erkannt wird, gehort D6 nicht zum Stand der Technik wie 
in Regel 64 PCT ausgefuhrt und findet daher keine Beriicksichtigung beider 
Bewertung von Neuheit, erfinderischer Tatigkeit und gewerblicher Anwendbarkeit. 

Der Inhalt von D7 ist im Lichte der vorliegenden Anmeldung prima facie nicht 
relevant. 

2.3 newerbliche Anwendbarkeit (Artikel 33(4) PC T) 

Alle vorliegenden Anspruche genugen den Kriterien des Artikels 33(4) PCT 
hinsichtlich ihrer gewerblichen Anwendbarkeit. 



Zu Punkt VII 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

1 lm Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in de 
Beschreibung weder der in den Dokumenten D1-D4 offenbarte einschlagige 
Stand der Technik noch diese Dokumente angegeben. 



Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

1 Der in dem Anspruch 1 benutzte Ausdruck "...kurzen Zyklen..." ist vage und unklar 
und laBt den Leser iiber die Bedeutung des betreffenden technischen Merkmals 
im Ungewissen. Dies hat zur Folge, daB die Definition des Gegenstands dieses 
Anspruchs nicht klar ist (Artikel 6 PCT). Die Lange oder "Kurze" eines 
Oszillationszyklus ist mit Sicherheit in seiner Relation zur Gesamtdauer der 
Fermentationszeit zu sehen, d.h. bei einer Fermentationzeit von Tagen oder 
Wochen konnte selbst ein Stundentakt der Oszillation als kurz angesehen 
werden. 
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PATENT COOPERATION TR^p 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's tile reference 
00362-PCT 


r- r n T |,pn r Sec Notification of Transmittal of International 
FOR FLRTHER ACTION Pre ] irninarv Examination Report (Form PCT IPEA 416) 


International application No. 

PCT/EP00/08984 


International filing date {day/ month/year) 
13 September 2000 (13.09.00) 


Priority date {day/ month- year) 

14 September 1 999 ( 14.09.99) 



International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12P 21/02 



Applicant 

PHARMACIA AB 

1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 

2. This REPORT consists of a total of 6 sheets, including this cover sheet. 

I I Thi.- report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 

' ' been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 

(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 

These annexes consist of a total of sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 



1 


□ 


Basis of the report 


II 


□ 


Priority 


III 


□ 


Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 


IV 


□ 


Lack of unity of invention 


V 


□ 


Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability 
citations and explanations supporting such statement 


VI 


□ 


Certain documents cited 


VII 


□ 


Certain defects in the international application 


VIII 


□ 


Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 

1 1 April 2001 (1 1.04.01) 


Date of completion of this report 

17 December 2001 (17.12.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT IPEA 409 (cover sheet) (January 1994) 
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>RE^PTlNARY EXAMINATION REPORT 



ernational application No 

INTERNATIONAL PRE^PTlNARY EXAMINATION REPORT PCT/EP00/08984 



I. Basis of the report 



This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 1 4 are referred to in this report as " originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments .): 



| | the international application as originally filed. 

f\Tj the description, pages \± < as originally filed. 

paees , filed with the demand, 

pages _ filed with the letter of 

pages filed with the letter of 



[T] the claims. Nos. l _± , as originally filed, 

Nos , as amended under Article 19. 

Nos. , filed with the demand, 

Nos. , filed with the letter of 



Nos. , filed with the letter of 

[7] the drawings, sheets/fig |/3 - 2/3 , as originally filed, 

sheets/fig , fled with the demand, 

sheets/fig . filed with the letter of 

sheets /fie . - filed with the letter of 

2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

~] the description, pages 

• | the claims. Nos. 



j | the drawings. sheets, fig 



| 1 This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 

' ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 



Form PC T IPFA 409 <Bo\ I) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRF.l^^ARV EXAMINATION REPORT 



International application No 
|/EP 00/08984 



I. Basis of the report 



1 'litis report has been drawn on the basts of (Replacement sheets which liave been furnished to the receiving Office in tvsponse to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to tlie report since they do not contain amendments, r. 

1. The numbering of the drawings (1/3, 2/3) indicates 

the existence of a sheet 3/3, but that sheet cannot 
be found among the documents submitted. 



Form KT IPKA 409 (Box I) (January 1994) 



I N T F R NATIONAL PR^^INARV EXAMINATION RFPOR1 



J^jtern 

W 1 



manorial application No 

/EP 00/08984 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability: 
citations and explanations supporting such statement 


1 . Statement 

Novell) (N) Claims 


5 - y 


YES 


Claims 


1, 2 


NO 


Inventive step (IS) Claims 


3-9 


YES 


Claims 


1, 2 


NO 


Industrial applicability (IA) Claims 


1-9 


YES 


Claims 




NO 



Citations and explanations 

1. This report makes reference to the following 
documents : 

Dl: EP-A-0 397 097 (LIGHT OIL UTILIZATION RES 

ASS), 14 November 1990 (19 9 0-11-14), mentioned 
in the application 

D2 • NEC BAUER P. ET AL . : " Re s cons e cf ouancsine 

tetraphosphate to glucose fluctuations in fed- 
batch cultivations of Escherichia cell", 
JOURNAL OF BIOTECHNOLOGY, NL , ELSEVIER SCIENCE 
PUBLISHERS, AMSTERDAM , Vol. 43, No. 3, 
15 December 1995 (1995-12-15), pages 195-204, 
XP004036875, ISSN: 0168-1656 

D3 : YAZDANI SYED SHAMS EC AL . : "Overexpression of 
streptokinase using a fed-bacch strategy", 
BIOTECHNOLOGY LETTERS, Vol. 20, No. 10, 
October 1998 (1998-10), pages 923-927, 
XP000982533, ISSN: 0141-5492 

D4 : TORNKVIST M. ET AL . : "Protein release and 

foaming in Escherichia coli cultures grown in 
minimal medium", 3I0PR0CESS ENGINEERING, Vol. 
15, No. 5, 1996, pages 231-237, XP000982521, 
ISSN: 0178-515X 

D5 : KERNS G. ET AL . : xx OSCILLATING-FED-BATCH- 



1 orm PCT IPKA 409 (Box Y) (Januan 1994) 



[interna 

lE^^NARY EXAMINATION REPORT 



ternational application No. 

INTERNATIONAL PRE^^NARY EXAMINATION REPORT ■fcr/E? 00/08984 



TECHI7IQUE IN OBTAINING CELLULASE", ACTA 
B I GTE CHNOLOG I CA , Vol. 8, No. 3, 1988, pages 
285-289, XP000982457, ISSN: 0138-4988, 
mentioned in the application 
D6 : YIKG LIN H. ET AL . : ^Influence of controlled 

glucose oscillations on a fed-batch process of 
recombinant Escherichia ccli", BRAjWELT, 
NUERNBERG, DE ; Vol. 79, No. 1, 14 April 2 00 0 
(2000-04-14), pages 27-37, XP004222563, ISSN: 
0168-1656 

D7 : IMPOOLSUP A. ET AL . : "STABILIZATION OF A 

RECOMBINANT YEAST PLASMID IN NON- SELECTIVE 
MEDIUM BY CYCLIC GROWTH RATE 2 RANGES " , 
BIOTECHNOLOGY LETTERS, Vol. 11, No. 9, 1989, 
pages 605-608, XP000982590, ISSN: 0141-5492. 

2 . Novelty and inventive step (PCT Articl e 33 ( 2) -(3)) 

2.1 The present application concerns a method for 
increasing the yield of recombinant proteins in 
microbial fermentation processes. The desired effect 
is achieved by oscillating the concentration of 
carbon or energy source in the culture. The 
following explanations with regard to novelty and 
inventive step should be interpreted in the light of 
the observations in Box VIII of this report. 

2.2 Claims 1 and 2 are drafted so broadly that the 
technical teachings of the prior art documents D3 
and D5 (see the passages indicated in the search 
report) deprive the present claims of novelty. All 
documents describe fermentation processes during 
which the yield of desired (recombinant) product is 
increased by oscillating the carbon or energy 
source. The subject matter of the present Claims 3-9 



Form PCT /IPEA 409 (Box V) (January 1994) 
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International application No. 
$Bb/EP 00/08984 



is considered novel over the cited prior art. 

If D4 is considered to be the closest prior art, the 
present application can be considered to address the 
technical problem of devising a method that enables 
the yield of recombinant proteins to be further 
increased by suitable measures. The solution 
proposed by the present application consists in 
shortening the oscillation cycles. 

A shorter oscillation cycle associated with a 
special feeding strategy leads to a distinct 
increase in the yield of recombinant protein. 
Although D3 in combination with D2 gives an 
indication that this strategy could be successful, 
the present combination of a significantly shorter 
oscillation cycle with a special feeding strategy 
would not be considered obvious. For this reason, 
the subject matter of the present Claims 3-5 should 
be acknowledged to involve an inventive step. 

Since the priority is recognised to be valid, D6 is 
not prior art, as defined in PCT Rule 64, and is 
therefore not taken into account for the assessment 
of novelty, inventive step and industrial 
appl icabil ity . 

The disclosure of D7 is prima facie not relevant in 
light of the present application. 

2 . 3 Industrial applicability (PCT Article 33(4)) 

All the present claims satisfy the requirements of 
PCT Article 33(4) for industrial applicability. 
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VII. Certain defects in the international application 



The following defects in .he form or contents of the international application have been noted: 

1. Contrary to PCT Rule 5.1(a) (ii). the descripti 
does not cite documents D1-D4 or indicate the 
relevant prior art disclosed therein. 
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International application No 
EP 00/08984 



lnternatH 

W 1 



Mil. Certain observations on the international application 



The following observations on the clann of the claims, desenption. and drawings or on the question whether the claims are full> 
supported by the desenption. are made: 

1. The expression used in Claim 1, "short cycles..." is 
vague and unclear and leaves the reader uncertain 
about the meaning of the technical feature in 
question. As a result, the definition of the subject 
matter of this claim is not clear (PCT Article 6) . 
The length or "shortness" of an oscillation cycle 
should certainly be considered in relationship with 
the total duration of the fermentation time, that is 
if the fermentation time lasts for days or weeks, 
even an hourly oscillation cycle could be considered 
to be short. 
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Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

00362-PCT 


tA/ciTCDcc siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des international 
WEiTEnto Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie. soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/08984 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

13/09/2000 


(Fruhestes) Pnoritatsdatum ( I ag/Monauuani/ 

14/09/1999 


Anmelder 

MARTIN-LUTHER-UN I VERS I TAT HALLE-WITTENBERG 



Dieser Internationale Recherchenberich. wurde von der International Recherchenbehdrde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _4 Blatter. 

\T\ DarCiber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



Grundlage des Berichts 



a. 



b. 



Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
^TS^hrf^^Tin der sie eingereicht wurde. sofern unter diesem Punkt n.chts anderes angegeben ist. 

n Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Obersetzung der internationalen 
1 — 1 Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefQhrt worden. 

Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden. das 
| | m der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internat.onalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
| | bei der Behorde nachtraglich in schrifthcher Form eingereicht worden ist. 

P) bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

H Die Erklarung daB das nachtraglich e.ngereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
L — J internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht. wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung. daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen. 
wurde vorgelegt. 

2. □ Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
3 Q Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortiaut genehmigt. 
| | wurde der Wortiaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

□ wird der vom Anmelder eingereichte Wortiaut genehmigt. 
wurde der Wortiaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
m Anmelder kann der Behorde innerhalb ernes Monats nach dem Datum der Absendung d.eses ,nternat,onaien 
— Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen . 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. — . . _ 

~ IX keine der Abb 

[ ] wie vom Anmelder vorgeschlagen I — I 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 

| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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Feld III WORTLAUT DER ZUSAMMENFASSUNG (Fortsetzung von Punkt 5 auf Blatt 1) 



Bei der Herstellung von rekombinanten Protemen in 

Fed-batch-Fermentationen kommt es bei den bisher bekannten Verfahren 
nach der Induktion der rekombinanten Produkt synthese haufig zu einem 
Uberwachsen der Kultur durch plasmidf reie Zellen und zu einer 
Verminderung der spezif ischeri Produktausbeute. Die Ausbeute an 
rekombinanten Protemen wird dadurch gesteigert, dass die Konzentrat ioi 
der Kohlenstof f - /Energiequelle in der Kultur standig kurzzeitig 
abgesenkt beziehungsweise erhoht wird. Die Oszillat lonen werden durch 
die Veranderung der Zugaberate der die Kohlenstof f - / Energiequel le 
enthaltenden Futter losungen erzeugt . Dieses Verfahren ist fur alle 
Mikroorganismen geeignet, die mittels kohlenstof f limit ierten Fed-batch 
kultiviert werden. 
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Verfahren zur Steigerung der Ausbeute von rekombinanten 
Proteinen in mikrobiellen Fermentationsprozessen 

Die Produktion rekombinanter Proteine in Bakterien erfolgt im industriellen MaBstab in 
5 Fermentoren. Eine Ertragssteigerung im Verhaltnis zu Experimenten im Schiittelkolben- 
Labormafistab wird tiber die Erhohung der Zellmasse pro Volumen eneicht. Eine hohe 
Zelldichte kann durch die Fed-batch-Technik erzielt werden. Diese beruht auf der 
wachstumslimitierenden Zugabe einer Nahrstoffquelle, wobei meistens die Kohlenstoff- 
und Energiequelle limitiert wird (z.B. Riesenberg D. and Guthke, R., 1999, Appl. 
,0 Microbiol. Biotechnol. 51, 422-430). Bei E. co/Z-Prozessen ist dies beispielsweise 
Glucose oder Glycerol. Alternativ werden in Abhangigkeit vom genutzten 
Mikroorganismus und vom Prozefl aber auch andere Substrate angewandt, wie 
beispielsweise Melasse, Starke, Pepton, Laktose, Methanol und Acetat. Die Zugabe der 
hochkonzentrierten Feedinglosung erfolgt einerseits kontinuierlich, wobei 
15 unterschiedliche Funktionen genutzt werden konnen, die die Zugabe der Substratlosung 
uber die Zeit definieren, beispielsweise erfolgt die Zugabe mit konstanter Rate, 
exponential ansteigend, beziehungsweise linear an- oder absteigend. Innerhalb eines 
Prozesses werden oft verschiedene Funktionen miteinander kombiniert. Alternativ 
erfolgt die Zugabe der Nahrlosung in Form von Pulsen oder Intervallen, wobei 
20 beispielsweise das Signal fur den nachsten Puis der Verbrauch des Nahrstoffes oder das 
Unterschreiten einer bestimmten Konzentration des Nahrstoffes ist (z.B. Terasawa et al., 
1990, EP 0 397 097 Al). Die Zugabe der Substratlosung kann aber auch Uber andere 
Parameter geregelt werden. Hier verwendet man als Steuerparameter beispielsweise den 
Gelostsauerstoff (DO-stat), den pH-Wert (pH-stat), oder die on-line ermittelten 
25 Konzentrationen von Kohlendioxid und Sauerstoff im Abgas (z.B. Kerns et al., Acta 
Biotechnol. 8, 285-289), wobei es zu einer zyklischen Dosierung der Nahrlosung 
kommt. Dabei wird die Konzentration des Substrates zwischen einer limitierenden und 
einer nichtlimitierenden Konzentration variiert. Chen et al. (1997, Biotechnol. Bioeng. 
56, 23-31) haben eine erhohte Plasmidstabilitat gemessen, wenn der Fed-batch-Kultur 
30 hochkonzentriertes Medium periodisch zugesetzt wird. Bei diesen Verfahren erstreckt 
sich ein Zyklus uber mehrere Minuten bzw. Stunden, was sich jedoch negativ auf die 
Produktbildung auswirkte. 
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Gangige Vektoren fur die Genexpression sind Plasmide, die neben dem 
Replikationsorigin mindestens die fur das gewiinschte Protein kodierende DNA- 
Sequenz (Produktgen) sowie einen Selektionsmarker enthalten, der die stabile Erhaltung 
des Plasmids uber den Kulturverlauf sichern soil. Die Expression des Produktgens vnrd 
5 ublicherweise uber regulatorische Sequenzen, insbesondere tiber regulierbare 
Promotoren, gesteuert. Die Anschaltung der Expression des Produktgens erfolgt 
beispielsweise durch chemische Induktoren (Substrate, Substratanaloga), die Anderung 
der Kultivierungstemperatur oder anderer Kulturbedingungen (pH-Wert, 
Salzkonzentration, Hohe der Substratkonzentration). Insbesondere kann die IndukUon 
l0 auch durch einen Wechsel des limitierenden Substrates erfolgen, beispielsweise durch 
die Induktion des tac-Promoters mit Laktose und Umschaltung von Glucosefutterung 
auf Laktosefttterung (Neubauer et al., 1992, Appl. Microbiol. Biotechnol. 36, 739-744). 
Fur den stabilen Erhalt der Plasmide in den Wirtszellen dienen als Selektionsmarker 
Gene die eine Resistenz der Wirtszelle gegeniiber einem Antibiotikum vermitteln. In 
,3 die Kultur zur Produktion eines rekombinanten Proteins wird dann ublicherweise das 
entsprechende Antibiotikum zugegeben, das das Wachstum von plasmidfreien Zellen, 
die das Resistenzgen nicht tragen, inhibiert bzw. diese abtatet. Haufig genutzte 
Resistenzgen/Antibiotika-Paare sind B-Lactamase/Ampicillin, Chloramphemcol- 
acetyltransferase/Chloramphenicol, Tetracyclin-Resistenz (Tet)-OperonA-etracychn, 
20 Kanamycinresistenzgen/Kanamycin. 

Einige dieser Resistenzsysteme haben den Nachteil, daB das Antibiotikum durch das 
Resistenzgen inaktiviert wird, wie z.B. Ampicillin und Chloramphenicol (z.B. Kemp 
G W und Britz M.L., 1987, Biotechnol. Techniques 1, 157-162). Diese Inaktivierung 
hat zur Folge, daB sich plasmidfreie Zellen in der Kultur ungehindert vermehren 
25 konnen. AuBerdem kann es schon bei der Vorkultur zur Freisetzung der die Resistenz 
vermittelnden Proteine in das Wachstumsmedium kommen, die den Abbau des 
Antibiotikums beschleunigen. In diesen Fallen kann der Anteil plasmidfreier Zellen an 
der Gesamtkultur noch erhoht sein. Weiter werden in einer groBen Anzahl industneller 
Prozesse aus Kostengrtinden oder wegen des zusatzlichen Aufwandes, der bet der 
30 nachfolgenden Reinigung anfallen wiirde, in der auch Restspuren des Antibiotikums 
beziehungsweise seiner inaktivierten Form entfemt werden mussen, keine AntibxoUka 
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etageseta. Auch bei solchen Frozen en«eh« me* eta bestimmte, Anteil 
plasmidfreier Zellen. 

Obwohl plasmidfreie Zellen in der Wachstumsphase haufig nur einen geringen 
Wachstumsvorteil haben, kommt es nach Anschaltung der Produktbildung in vielen 
Fallen zu einer Verminderung der Wachstumsrate der plasmidhaltigen, produzierenden 
Zellen und damit zu einem Uberwachsen der Kultur durch die plasnudfhne 
Zellpopulation. Die Anreicherung plasmidfreier Zellen hat den Nachteil, dafi sich der 
relative Anteil des Produktes an der Gesamtzellmasse verringert und in Abhan gl gke,t 
von den gewahlten AufschluB- und Reinigungsmethoden diese der Fermentation 
0 nachfolgenden Schritte erschwert werden. 

Bei der Konstruktion des Vektors gibt es zwar die Moglichkeit, diese negativen Effekte 
einzuschranken, beispielsweise durch die Wahl des Resistenzgens, der Nutzung von 
altemativen, antibiotika-unabhangigen Stabilisierungssystemen (Molin und Gerdes, 
WO84/01172) Oder durch die Nutzung modifier Antibiotika, die verlangsamt 
13 abgebaut werden, trotzdem werden die problematischen Resistenzen weithin emgesetzt. 
AuBerdem ist keines der altemativen Systeme unendlich stabil und wird nur fur einen 
gewissen Zeitraum stabil erhalten. 

Der im Patentanspruch 1 angegebenen Erfindung liegt das Problem zugrunde, das 
Hochwachsen von plasmidfreien Zellen nach Induktion der rekombinanten 
20 Produktsynthese in Fed-batch-Fermentationen, insbesondere im industriellen Hooch, 
ohne negative Auswirkung auf die Produktbildung zu unterdrucken. 
Dieses Problem wird durch die im Patentanspruch 1 angegebenen Merkmale gelost, 
indem die Konzentration der Kohlenstoff-ZEnergiequelle kurzzeitig zyklisch oszilherend 
abgesenkt bzw. erh5ht wird. Dies wird durch die VerSnderung der Zugaberate der <he 
25 Kohlenstoff-ZEnergiequelle enthaltenden Filtterl6 S ung erreicht, z. B. durch 
entsprechende Programmierung der die Fiitterlosung zudosierenden Pumpe. Auf chese 
Weise entstehen aufeinanderfolgende Phasen, in denen die Zellen entweder Substrat « 
lunitierter Form zur Verfugung haben, bzw. Substrathunger erfahren. 
Entgegen bisheriger Auffassung, daB sich Oszillationen negativ auf die Produktbildung 
30 in rekombinanten Prozessen auswirken, konnen uberraschenderweise ge^elte 
Oszillationen, deren ZykluslSnge maxuna. vier erne ei nzelne zyklische Phase maximal 
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OT ei Minuten tart* die Produkteusbeute posiuv beeinflussen. Besonders gdnsng sind 
Zykluszeiren einer Lange von «. einer Minute (30 sec Feeding. 30 sec Pause). 
Bei dieser Verfahrensweise, die prinzipiell in alien rekombinanten wachstumslimirierten 
Prozossen angewand. werden kann, in denen die Bildung des rekombinanten Produktea 
mK , IMAMI "-duzie* wird, is. von Vorten, dan kein ZusaK weiterer 
Substenzen asm Fermenrationsmedium erforderlich is., sie unabMngig vom genu.zten 
Ezpressronssysrem is. und sich nich. negauv auf die Pn3duk.bi.dung auswnto. 
Besonders geeigne. is. daa Verfahren in Fed-bateh Prozessen, bei denen ein Zucker. w,e 
z B Qlucoae, Lak,ose, Arabinose ode, Oalaktose, Oder andere orgamsche 
Kohlenstofftprellen, wie ,B. Meuranol, Glycerol, Ace<a., Melasae „d=r Stark. * 
Umitierender Naluatoff der Kulror zugesetz, warden. Dabei 1st das Verfahren 
„abhangig vom Kultivierungamedium und kann aowohl bei der Kuldvienmg auf 
Mineralsalzntedium wie auf Kompleamedien angewandt werden. 
Diese Memode 1st nich. auf Escherichia coli ala Wimorganiamua beach**., sondem 
knnn hei alien Mikroorganismen, wie ,B. -«h ™ 

Oder Pick* pas,™ eingeaem werden, die miftela kohtenstofflimitierten Fed-batch 
Ufeto werden. Sie is. auch unabMngig vonr Indukuonssyshm 3edoch is. sie be, der 
Nutzung des tac-Promoters besonders voneilhaft. 

Das Verfahren is. insbesondere dann voneilhaft, wenn die Expression dea Genproduk.es 
, stark induzrer. wird und das Zellwachstum der produzierenden Zellen im Verhaltnts zu 
einer nichtinduzierien Kuhur negauv beeinfluo. wird. Weiterhin ha. dtese 
Verfahrensweise in Prozessen Voneile, in denen die Pnadukuonsphase besonders lang 
is, beispielsweise bei der periplaamatischen Expression rekombinanrer Protetne Oder 
wenn die Produktbildungsphase mit einem Temperahrrshift verbunden rst. 

!5 Ausftthrungsbeispiel 
Stamm und Plasmide 

Escherichia coli K-12 RB791 (F, !N(nnD-nnE)l, X, lacl<U E. coli Stock Center, New 
Haven USA) wurde ala Wir, vcrwende,. Dieser Stamm wurde mi. dem Plasnud 
pKXHTglucC (Kopetzki .. al„ 1989a) transfornriert, in dem das Gen der a-Glucostdase 
30 aus SoccWnyces cere^e unter Konnolle des tac-Promoters s,eh, Das Plasnud 
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a„ tM „ das o-Lactamasegen * Seieknonsmate. «* £i ° «"""" *"» 

verwe„d«, in das — ■* - *» PKK,778 '" CC "° Ch ** '7 

.i io80\ mntformiert wurde, das das dnaY Gen (Minor- 
pUBS520 (Brinkinaiui et al, 1989) transtormien ™ 

tRNA argU, AGA/AGG) enthiilt. 
Kultmermgsmedwm und Frnnenlathmbedlngmgen 

Fur alia Kultvienmgen wurde Glucose-Ammorium-Minaalsalzmedium (Teioh « al, 
,998 J Bio.echr.ol. 64, 197-210) varwa.de,. Die Stiutou^nlradon fflr Glucose lag be. 
5 g r> Die Feed-Losing aorhi.lt 200 g Glueosa kg' 1 und aUa Kompoua„.e„ das 
Kuuivierungsmediums iu deo anrspreehaudeu Konzenlradonen (Ausnahme (NHafcSO. 
2 o g , ') und 10 rul f d.r Spumnelememlosimg (Holme =. al., 1970), abar tarn MgSO, 
Dieses wurde im Varlauf dar KuMvieiung an 10 m, einer 1 M MgSO, LSsung per 
OD !M -9 zugesel*. Ampicil.in (100 mg !'') und Kaoamycin (10 mg l") wurdan sowoh 
d .n Vorkmluren als auah dem Fermemadonsmedium ^gesem. Fo.yptopyleng.ycol 
2000 (50 %) wurde als Antischaummittel genutzt. 

Ah FennenMioisinokulum wurden Sehu,elkul.uren auf Fermentation, 
Minera^edmrn genu*, die bei 37X angezogen wurden. A..e Fermentahonan 
wurden in 6 , Biostat ED Bioreacto, mi. ainam Startvo.umen von 4 L und be, emer 
Temperalur von 35°C durchgefuhn. Die KuUuren wurden a!s MU> |M « 
dieser Phase wurdan die Beluftungsrale und die ROhrung in aina m Kastadennrodus 
20 regulier,, - den DOT auf mindeslens » an haHen. Am Ende der BaKh-Fh^e 

* DOT-Konttolle abgascha!,, n„d Beluftungsmte u„d RShrgeschwrndigkei. auf 2™n 

bz w. 800 rpm gesem. Der pH-Wer, wurde mi«eU 25 %iger 

g erege.t. An, Ende der Batah-Phase, bei einer Zelldichte von aa. g DCW (PftjHJ) 

J5 gestanat. Die Gesamlmenge aigesemer Glnaose war die gleiche ,n alien 
Llivierungen, unabMngig von, Feed-Modus. Drei veiachiedene Feedingstmlegien 
^den getestet: (A) konlinuierticnes Feeding (KondoUkuKlvierung) B, 
m ,emrochenes Feeding mi. einem Zyklus von 1 Mhmle (30 Sekunden am30 ekundan 
aus) (C) unrerbroahenes Feeding mi. einem Zyk.ua von 4 Minulen ,2 Mmmen an, 2 

,0 Minulen aus). Die Expression des a-G,uco S ,das.gens wurde durah Zusara von , mM 

j ■ „ n A Hie Produktbildung uber einen Zeitraum von 
IPTG 3 h nach Feedingstart mduziert und die Y roauKrou g 

ca. 20 h nach Induktion verfolgt. 

5 
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Analytische Methoden 

Das Zellwachstum wurde durch die Messung der optischen Dichte bei 500 nm (OD500) 
verfolgt. Weiterhin wurde die mikroskopische Zellzahl in einer Zahlkammer (0.02 mm 
Tiefe), und die Zelltrockenmasse (DCW) bestimmt (siehe Teich et al., 1998, J. 
5 Biotechnol. 64, 197-210). Die Anzahl koloniebildender Einheiten (cfu) wurde durch 
Ausstreichen verdUnnter Proben auf Nahragarplatten ermittelt, die mindestens 3 Tage 
bebriitet wurden. Die Plasmidstabilitat wurde darauf durch Oberstempeln dieser Platten 
auf Selektivagar mit der Replica plating- Technik bestimmt. Das Verhaltnis zwischen 
DCW, OD500 und Zellzahl wird durch folgende Beziehung charakterisiert: lg/1 DCW 
,0 entspricht einer OD 500 von 4.5±0.1 und einer Zellzahl von 1.8xl0 9 ml"'. Die 
Glucosekonzentration wurde mit einem kommerziellen Enzymkit ermittelt. 
Die Bestimmung der a-Glucosidasekonzentration erfolgte nach Auftrennung von 
Gesamtzellproben im SDS-Gel (5 % Sammelgel, 7 % Separationsgel). Die Expression 
wurde durch Scannen der Produktbande und Quantifizierung im Verhaltnis zu einem 
15 jeweils auf dem Gel in verschiedenen Konzentrationen aufgetragenen Produktstandard. 

Ergebnisse 

E. coli RB791 P KK177glucC und E. coli RB791 P KK177glucC pUBS520 wurden 
mittels glucoselimitiertem Fed-batch in einem Ruhrreaktor kultiviert. Nach der ersten 
Batchphase wurde ein konstantes Feeding gestartet und drei Stunden nach Feedingstart 
20 wurde die Expression des a-Glucosidasegens durch Zusatz von 1 mM IPTG induziert. 
Nach Induktion kommt es zu einem Anstieg der a-Glucosidasekonzentration, wobei die 
spezifische Konzentration des Enzyms pro Zelle ca. 5 h nach Induktion ein Maximum 
durchlauft, bei langerer Kultivierung aber wieder abnimmt (s. Fig. lc). Die Abnahme 
der spezifischen Konzentration der a-Glucosidase ist auf das Uberwachsen der Kultur 
25 mit plasmidfreien Zellen zuruckzufuhren. Diese haben nach Induktion einen enormen 
Wachstumsvorteil, da sich die Production der a-Glucosidase negativ auf das Wachstum 
auswirkt und auch eine Inhibition der Glucoseaufhahme in den produzierenden Zellen 
bewirkt. Dies fiihrt zu einer Anreicherung von Glucose im Kulturmedium. In der Kultur 
vorhandene Zellen, die das Produktgen nicht enthalten, werden durch den Induktor 
30 IPTG nicht beeinfluflt, vielmehr wachsen sie durch die hohe Verfiigbarkeit an Glucose 
unlimitiert weiter. 
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Wenn die Glucoselosung nicht kontinuierlich, sondern pulsweise in kurzen Zyklen, die 
im GroBenbereich einer Minute liegen, zugesetzt wird (siehe Material und Methoden), 
wird die a-Glucosidase in ahnlicher Weise wie beim konstanten Feed nach Induktion 
angereichert. Allerdings kann in Abhangigkeit von der Pulslange das Uberwachsen der 
5 Kultur durch die plasmidfreie Zellpopulation verhindert werden (siehe Fig. Id). Dieser 
positive Effekt auf die Unterdruckung plasmidfreier Zellen war nicht nur im in Fig. 1 
dargestellten stark exprimierenden System offensichtlich, sondem auch bei der 
schwachen Expression der a-Glucosidase im System E. coli RB791 P KK177glucC (Fig. 
2, Tabelle 1). AuBerdem hatte das pulsweise Feeding in beiden Fallen einen leicht 
,0 positiven EinfluB auf die Syntheserate nach Induktion und im ersten Fall auch auf die 
Stabilitat des Produktes, das zu mehr als 90 % in Form von EinschluBkorpern (inclusion 
bodies) vorlag. Ein wichtiger Faktor ist die Definition der Zykluszeit. In beiden 
gezeigten Beispielen ftthrt die Verlangerung der Zykluszeit auf 4 min zu einer Abnahme 
der Produktmenge und damit des Ertrages (siehe Abb. 1, 2 und Tabelle 1). Obwohl auch 
,5 in diesem fall das Uberwachsen der Kultur durch plasmidfreie Zellen vermindert wurde, 
flihrt die landere Zykluszeit zu einer geringeren Produktsynthese bzw, zu einem 
verstarkten Abbau. 
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Tabelle 1 • Prodnktivitiit und Cberwachsen dutch plasmidfteie Zellen in 
gtacoseltau^en Fed-Wch-Knnnren von E. RB791 pKKl77glucC mi. nnd ohne 

pUBS520 



'Art der Substratzugabe wahrena aer 
Fed-batch-Fermentation 



RB791 P KK177glucCpUBS^U 



a-Glucosidase Ertrag 
[mg/g Biomasse] 
3 h nach 
Induktion 



20 h nach 
Induktion 



Zykluslmin^ 
Zyklus 4 mm 



Plasmidfreie Zellen 
[% der Gesamtpopulation] 



3 h nach 
Induktion 



20 h nach 
Induktion 
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Die Figuren zeigen: 

Fig. 1: Fed-batch Fermentationen mit E. coli RB791 P KK177glucC pUBS520 mit 
Indukion durch 1 mM IPTG. Vergleich von kontinuierlicher Zugabe der Glucose- 
Substratlosung (a-c; offene Symbole: ohne Induktion; gefullte Symbole: mit Induktion) 

5 mit zyklischer Zugabe (d-f) derselben Losung (A: Zyklus vom 1 min; V: Zyklus vom 4 
min). (a,d) Zellmasse (DCW), (b,e) Glucosekonzentration, (c,f) Produktbildung (mg o> 
Glucosidase/g Zelltrockengewicht). Die dargestellten Daten reprasentieren eine 
charakteristische Fermentation von 2 durchgefiihrten Experimenten fur die 
kontinuierliche Zugabe und je 1 Experiment fur die zyklische Zugabe. Startzeitpunkt fur 

,0 die Zugabe der Substratlosung ( ), Induktion mit IPTG erfolgte bei 3 h nach Feed- 
Start ( )• 

Fig. 2: Fed-batch Fermentationen mit E. coli RB791 P KK177glucC mit Induktion durch 
1 mM IPTG. Vergleich von kontinuierlicher Zugabe der Glucose-Substratlosung (a-c; 
offenes Symbol: ohne Induktion; gefulltes Symbol: mit Induktion) mit zyklischer 

, 5 Zugabe (d-f) derselben Losung (A: Zyklus vom 1 min; V: Zyklus vom 4 min). (a,d) 
Zellmasse (DCW), (b,e) Glucosekonzentration, (c,d) Produktbildung (mg a- 
Glucosidase/g Zelltrockengewicht). Weitere Erklarungen siehe Fig. 1. 
Fig. 3: Darstellung des Pumpenschaltschemas in einer Fermentation mit einem Zyklus 
von 1 min. Gezeigt ist ein kleiner Ausschnitt der Fermentation, die Reaktion des 

20 Gelostsauerstoffs (DOT, %,-o- ), sowie die Pumpenschaltung (0 = aus, 1 = an, 
)• 
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Patentanspriiche 

1 Verfahren zur Steigerung der Ausbeute von rekombinanten Proteinen in 
mikrobiellen Fermentationsprozessen, dadurch gekennzeichnet, dali die 
Konzentration der Kohlenstoff-ZEnergiequelle in der Kultur in kurzen Zyklen 
oszillierend abgesenkt beziehungsweise erhoht wird. 

2 verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Oszillationen durch 
die Veranderung der Zugaberate der die Kohlenstoff-ZEnergiequelle enthaltenden 
Futterlosung erzeugt werden. 

3 Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Lange eines 
' zyklus maximal 4 Minuten und eine einzelne zyklische Phase maximal zwe, 

Minuten andauert. 

4 Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Lange eines 
Zyklus eine Minute betragt und eine einzelne zyklische Phase maximal 75 % der 
Zykluszeit andauert. 

5 Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB der Kultur die 
' Kohlenaoff-EnergicueUe so zugeaetzt wird. daB die ZufluBrate der Substratldsung 

„ ur in bestbnmtcn zei.lichen Abschnhten des Prczesses ayklisch vari.ert ward. 

6 verfahren nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die ZufluBrate durch 
zyklisches An- und Abschalten des Zuflussea der Funerteung kontrollier, w,rd. 

, 7 Verfatoen nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB ais Kohlenztoff- 
' Energie-Substra. Glucose, Glycerol, Laktose, Arabinose, Galaktosc. Methanol, 
Acetat, Melasse oder Starke verwendet wird. 

8 Verfahren nach Ar.spn.ch 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB zor Induktion der 
' Bildung des rekombinanten Produk.es in Abhangigkei. von, eingesetzten Promoter 

,. der Kultur 1PTO oder Indolylacrylsaurc (1AA), oder wenn diese nieht berets als 
Energiequelle verwendet werden Lattose. Arabinose, Galaktose oder Methanol 
zugesetzt werden. 

9 Verfahren nach Anspmch 1 bis 9, dadurch gekentueichnet, dafl zum 
' ,„duk,ionsz=i,punkt der Bildung des rekombinanten Produktes ein TemperaruK.h.f. 

30 erfolgt. 
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(57) Abstract: The use of prior art methods for producing recombinant proteins in fed-batch fermentations often results, after the 
Scion of the recombinant product synthesis, in an overgrowth of the culture due to plasmid-free cells and ^ ^cUon 
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